遗传性口型红细胞增多症（hereditary stomatocytosis，HSt）是一组以红细胞膜的离子渗透功能异常和成熟红细胞形态改变为特征的罕见遗传性溶血性贫血，包括脱水性HSt\[又称遗传性干瘪细胞增多症（hereditary xerocytosis, HX）\]和水化性HSt，前者相对多见[@b1]。HSt临床表型异质性强而诊断手段有限，容易漏诊或误诊，以致施以不恰当脾切除治疗，增加严重的血栓风险[@b2]。本研究我们总结5例PIEZO1基因突变的HSt患者临床资料，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2014年10月至2017年12月中国医学科学院血液病医院贫血诊疗中心连续收治的5例PIEZO1基因突变的HSt患者为研究对象。该5例患者病史可追溯至孩童时代，溶血原因长期诊断不明，均曾误诊为"遗传性球形红细胞增多症"或"地中海贫血"等。经详细的病史采集（包括家族史）、体格检查、实验室检查并应用二代测序技术（NGS）检测，最终确诊为HX。

2．实验室检查：应用日本希森美康XN-20全自动五分类血液分析仪，获得平均红细胞体积（MCV）、平均血红蛋白浓度（MCH）、平均红细胞血红蛋白浓度（MCHC）、红细胞分布宽度（RDW-SD）、红细胞体积分布宽度（RDW-CV）、红细胞体积分布宽度（RDW-SD）、网织红细胞比例（RET）、网织红细胞绝对值（ARC）和网织红细胞血红蛋白浓度（RET-HE）等参数。外周血涂片采用瑞氏染色，光学显微镜下观察外周血成熟红细胞形态。每次连续计数1 000个成熟红细胞，计数其中的典型口型红细胞所占比例。伊红-5-马来酰亚胺（EMA）试验参照文献[@b3]方法，上流式细胞仪进行检测，定义平均荧光强度（MCF）降低的百分比\>16%时为遗传性球形红细胞增多症（HS），\<16%为非HS。

3．NGS检测：参照文献[@b4]方法进行NGS检测，5例样本的平均测序覆盖度为99.64%，平均测序深度为311.58×。将测序结果与dbSNP数据库（<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP>）、人类基因突变数据库（HGMD）（<http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php>）及千人基因组数据库进行比对。确定先证者致病基因型后，对先证者及其父母的外周血DNA进行Sanger测序（由北京迈基诺基因科技股份有限公司完成）。应用MutationTaster和PolyPhen-2软件分别对基因突变位点进行危害性分析，依据突变危害性的预测结果并结合临床等信息，确定致病性突变。

结果 {#s2}
====

1．患者临床特征：5例PIEZO1基因突变的HSt患者中，男4例，女1例，中位确诊年龄23（11\~35）岁。全部患者均有不同程度的显性黄疸，尿色加深，劳累或感染后黄疸加重。4例患者脾脏肿大，2例患者有明确的乏力症状，5例患者均无胆石症。5例患者无明确的贫血家族史。

2．血常规检查：5例患者初诊血常规结果显示，1例患者HGB正常，3例轻度贫血，1例中度贫血，中位HGB为105（70\~124）g/L；WBC及PLT正常；网织红细胞明显增多，中位RET为8.08%（5.91%\~13.12%），中位ARC为0.254（0.203\~0.289）×10^12^/L。中位MCV为98.4（82.8\~103.4）fl，中位MCH为35.9（30.6\~36.8）pg，中位MCHC为355（344\~378）g/L，均接近于正常上限。中位RDW-CV为16.5%（14.6%\~18.6%），中位RDW-SD为54.9（43.2\~64.4）fl，中位RET-HE为35.9（32.4\~37.9）pg，RDW-CV、RDW-SD均升高。

3．外周血细胞形态学检查：外周血涂片口型红细胞易见，中位比例为14.0%（12.4%\~21.0%）。其中例2的外周血涂片尚易见到球形红细胞（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），例4的外周血涂片靶形红细胞增多（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![PIEZO1基因突变遗传性口型红细胞增多症患者外周血涂片红细胞形态（瑞氏染色，高倍，长箭头示口型红细胞，短箭头示干瘪红细胞呈球形改变或靶型改变）\
A：例2，易见球形红细胞；B：例4，靶形红细胞增多](cjh-40-06-518-g001){#figure1}

4．常规实验室检查：5例患者的中位总胆红素（TBIL）为96.4（50.9\~252.9）µmol/L，中位间接胆红素（IBIL）为80.7（47.7\~234.2）µmol/L，均明显升高。共3例患者接受血清钾浓度测定，2例血钾浓度正常，1例血钾升高（5.71 mmol/L）。4例检测了血清乳酸脱氢酶（LDH）（正常参考范围：0\~246 U/L），其中1例（例2）LDH升高，3例LDH在正常范围。

5例患者红细胞渗透脆性试验（EOF），开始溶血值均在正常范围，除2例完全溶血值减低外，余3例的完全溶血值也在正常范围。3例患者进行了EMA试验，均\<16%，支持非HS，其中例3高于正常范围，余2例（例1、例5）在正常范围，4例患者进行了酸化甘油试验（AGLT50），均在正常范围。其他溶血试验包括阵发性睡眠性蛋白尿（PNH）克隆、直接抗人球蛋白试验（DAT）、红细胞酶学检测、地中海贫血相关检测均无异常，3例患者进行了腹部B超检查，1例脾脏重度肿大（例1），2例脾脏中度肿大（例3、例5）。3例（例1、例4、例5）患者检测了铁代谢情况，血清铁蛋白（SF）分别为858.4、649.6、512.0 µg/L，转铁蛋白饱和度（ISAT）分别为0.65、0.86、0.27。

5．基因检测结果：5例患者共检出PIEZO1基因的6个位点突变，均呈杂合突变。其中c.7479_7484dup、c.6008C\>A为已报道[@b5]--[@b6]的致病性突变，c.2005G\>T、c.7150G\>A、c.7219G\>A、c.4018C\>T 4个位点突变为新发突变，经MutationTaster和PolyPhen-2软件分别进行危害性分析，可引起相应蛋白功能改变，确定为致病性突变。6个位点突变中，小片段插入突变1例和错义突变5例，突变位点涉及PIEZO1基因第16、28、42、50和51号外显子，c.2005G\>T、c.7479_7484dup编码的氨基酸位于PIEZO1蛋白胞外区，c.7150G\>A、c.7219G\>A、c.4018C\>T位于胞内区，c.6008C\>A位于跨膜区起始位置（近胞浆侧）。其他先天性溶血性贫血致病基因未检出突变。其中2例患者（例1、例2）进行了父母亲代PIEZO1基因突变位点验证，例1为自发突变，另例2遗传自母亲。

讨论 {#s3}
====

近年来随着HSt致病离子通道蛋白基因突变的确认和NGS技术的应用，HST的诊断与鉴别诊断更为便捷、精准。

HSt是罕见的遗传性溶血性疾病，HX是HSt中最常见的亚型。诊断该病主要基于临床特征和外周血红细胞形态。以往认为由于低发病率和临床表型异质性常致该病诊断延误。2018年Kaufman等[@b7]报道的近年美国HX发病率为1/8 000，高于经典估测发病率（1/50 000）约6倍，诊断时中位年龄约51岁。本研究中位确诊年龄为23岁，低于Kaufman等[@b7]报道，考虑由于采用了NGS检测，提高了诊断效率，简化了诊断流程，降低了鉴别诊断的难度，因而能更早确诊HX。

临床上，HX患者表现为慢性溶血、黄疸，不贫血或贫血较轻，MCV、MCH、MCHC不减低，外周血可见10%以上的成熟红细胞口型改变，红细胞渗透脆性正常或减低，铁代谢检测提示铁过载，本文报告的5例患者均符合HX的临床特征。并应用NGS技术确证了PIEZO1基因突变，明确了诊断。

PIEZO1基因是HX的致病基因之一。PIEZO1基因定位于16q23q24，包含51个外显子，该基因编码的PIEZO1蛋白，主要传导单价离子（如K^+^、Na^+^、Li^+^、Cs^+^）和二价离子（如Ba^2+^、Ca^2+^、Mg^2+^、Mn^2+^）[@b8]。PIEZO1蛋白是迄今红细胞膜上最大的离子通道之一，还调控着三磷酸腺苷（ATP）从红细胞释放[@b9]。PIEZO1基因突变，可造成PIEZO1蛋白延迟失活，离子通道开放状态延长，引发红细胞胞内过量的钾离子外泄和水分流失，继而RBC形态发生改变。据悉，目前已发现的与HX相关的PIEZO1基因突变共计17种[@b5]--[@b6],[@b10]--[@b12]，15种（88.2%）为错义突变。29个独立家系（共133例患者）的HX患者与PIEZO1基因突变相关[@b13]。在该133例患者中，以c.7367G\>A、c.7463G\>A、c.7479_7484dup三种致病性基因突变最为常见。目前已报道的突变位点对应的氨基酸改变多位于PIEZO1蛋白第598位氨基酸至第1 358位氨基酸以及第2 000位氨基酸至胞浆C末端。

本研究5例患者均检出PIEZO1基因的致病突变，并且不同突变基因型其临床表型稍有差别。2例c.2005G\>T基因型的患者黄疸较重，轻度贫血，脾脏中度肿大，MCV接近于正常上限，RDW-CV、RDW-SD、MCHC接近或高于正常上限，其中2例EOF试验提示红细胞脆性减低。基因型c.7150G\>A者1例，轻度贫血，黄疸程度轻，MCV接近正常下限，MCHC、RDW-CV高于正常上限，RDW-SD、脾脏大小和EOF均在正常范围。基因型c.6008C\>A者1例，中度贫血，黄疸严重，脾脏轻度肿大，MCV、RDW-CV和RDW-SD升高，MCHC、EOF在正常范围。基因型为同时携带c.7479_7484dup、c.7219G\>A和c.4018C\>T者1例，轻度贫血，黄疸较轻，MCV、RDW-CV及RDW-SD均升高，MCHC正常，EOF提示脆性减低。因而，似乎2例c.2005G\>T基因型的患者溶血特征更为突出，但贫血程度较轻，接近于代偿性溶血病，EOF试验检测红细胞脆性减低，提示成熟红细胞脱水程度可能较严重。基因型c.7150G\>A者溶血和贫血程度均较轻，这与c.2005G\>T者相似；而基因型c.6008C\>A者溶血和贫血均突出，较Andolfo等[@b5]和Grootenboer等[@b14]的表型严重；同时携带c.7479_7484dup、c.7219G\>A和c.4018C\>T者的溶血和贫血较轻，与本研究中c.7150G\>A者表型相近，但与基因型为单独c.7479_7484dup者[@b15]--[@b16]不同，后者的临床表型较严重。基因型与临床型的关系尚不明确，不同基因型对应的临床表型间的差别，可能源于不同位点突变对蛋白功能的直接影响有异，相同基因型的临床表型不同，可能与调节PIEZO1基因表达的能力不同有关，或者同时携带了其他突变，涉及内含子突变或拷贝数变异（CNV）等。需要进一步进行全基因组测序、PIEZO1蛋白表达水平等方面研究。

目前认为，PIEZO1基因突变所致的HX呈常染色体显性遗传（AD），通常患者伴有类似的家族史。该研究中的5例患者，均无明确的贫血家族史，仍能确定为PIEZO1基因突变的HX。首先，但该5例的突变位点或者为已被证实的致病性突变，或者经MutationTaster软件和PolyPhen-2软件分别进行危害性分析，确定为致病性突变，非单核苷酸多态性（SNP）。其次，例1的突变位点经家系验证属于自发突变，因此无类似家族史；其余未进行家系验证的患者，不能排除自发突变的可能性；最后，携带相同位点突变的基因型而临床表型不同，可能是由于突变位点的表达水平在个体之间（包括先证者和亲代之间）出现了差异，这也许涉及相关信号通路或者调控基因，确切的机制还需要更深入的基础工作探究和证实。

本研究5例HX患者既往被误诊"遗传性球形红细胞增多症"、"地中海贫血"、"DAT阴性的自身免疫性溶血性贫血"等，或与外周血红细胞形态改变影响有关。HX的外周血红细胞形态有较大变异，可出现小球形红细胞、靶形红细胞或红细胞碎片等特点，这可能与红细胞脱水程度相关，另外，制片条件（例如推片角度、血膜薄厚等）也可能是影响因素，所以细化和统一制片条件是必要的。

总之，HSt是罕见的易误诊的遗传性溶血病，特别是HX，临床表现多样，应用NGS技术可协助诊断并发现新的突变。
